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La presente invention a trait a I'influence des bacteries lactiques sur I'absorption 
des mineraux par les mammiferes. 

5 

Etat de la technique 

Les mineraux sont des elements cles des processus physiologiques majeurs. Le 
calcium est, par exemple, d'une importance vitale pour la formation des os et des 
10 dents, la contraction musculaire, la synthese d'hormones. Le calcium est 
egalement un messager secondaire primordial de la plupart des phenomenes 
d'activation cellulaire. 

Les mineraux, uniquement apportes par 1' alimentation, sont assimiles par 
15 Torganisme en traversant la muqueuse intestinale pour ensuite passer dans la 
circulation sanguine. Le degre d' assimilation (ou d'absorption) des mineraux par 
I'organisme depend en fait a la fois de leur solubilite dans le milieu intestinal et de 
la capacite des cellules intestinales a les assimiler et les transferer dans la 
circulation sanguine (R. Wasserman et al.. In Mineral Absorption in the 
20 Monogastric GI Trac, Advances in Experimental Medicine and Biology, 249, 45- 
65, Plenum Press, N.Y., 1989). 

La localisation, Tefficacite et les mecanismes d'absorption du calcium tout le long 
de rintestin ont ete etudies chez le rat et le poulet depuis de nombreuses annees 

25 (Bronner F., J. Nutr., 122, 641-643, 1992; Schachter D., Am. J. PhysioL, IM, 357- 
362, 1959). Pour des raisons ethiques et techniques evidentes, de telles etudes ont 
ete limitees chez I'homme (Hylander E. et al., Scand. J. Gastroenterol., 21, 705, 
1990) et seules quelques etudes in-vitro ont ete entreprises (Elsherydah A. et al., 
Gastroenterology, 876, 1995; Feher J.J., Am. J. Physiol., 244, C303, 1983; 

30 Feher J. J., Cell Cacium, 111,189, 1989). 

L'un des aspects les plus etudies de I'absorption des mineraux est la bio- 
disponibilite des mineraux selon la composition de la diete joumaliere (Bronner F., 
J. Nutr., 121, 797, 1993). Neanmoins, a ce jour, aucune etude n'a ete entreprise 
35 concemant I'influence directe des bacteries lactiques sur I'absorption des 
mineraux par les cellules intestinales. 
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On peut cependant citer Tarticle de Kot et al. qui fait observer que les 
Lactobacillus acidophilus intemalisent naturellement Fe2+, et I'oxydent en Fe^"^ 
qui est une forme insoluble plus difficilement assimilable par d'autres 
5 microorganismes (J. Agric Food Chem, 43, 1276-1282, 1995). 

Resume de Tinvention 

Grace a un nouveau modele in-vitro, on a pu mettre en evidence la capacite de 
10 certaines souches de bacteries lactiques a directement faciliter Tabsorption des 
mineraux, notamment du calcium, par les cellules intestinales humaines. Ce 
phenomene pourrait etre lie au fait que le contact des cellules intestinales avec les 
bacteries lactiques induit une acidification du micro-environnement qui ne serait 
pas le fait des bacteries lactiques uniquement mais auquel participeraient les 
15 cellules intestinales. Cette acidification localisee pourrait ainsi jouer un role actif 
dans la solubilisation des mineraux, et done dans la capacite de Torganisme a les 
assimiler. 

Sur la base de ces observations, la presente invention a ainsi trait a I'utilisation des 
20 bacteries lactiques pour la preparation d'une composition destinee a etre 
administree oralement a un mammifere de sorte a faciliter Tabsorption par les 
cellules intestinales des mineraux presents dans une diete joumaliere. 

Description detaillee de Tinvention 

25 

L' administration orale d'une composition renfermant des bacteries lactiques est 
destinee a faciliter I'absorption des mineraux presents dans une diete joumaliere, 
c'est a dire tous les composes susceptibles d'etre solubilises dans Tintestin 
renfermant du calcium, du magnesium, du fer et/ou du zinc, par exemple. 
30 L'ingestion de bacteries lactiques permettrait en fait d'augmenter la bio- 
disponibilite des mineraux, c'est a dire de rendre les mineraux naturellement peu 
solubles dans Tintestin plus accessibles aux cellules intestinales. 

Dans le cadre de la presente invention, toutes les souches de bacteries lactiques 
35 peuvent etre utilisees, et en particulier les bacteries lactiques choisies parmi les 
especes Lactococcus lactis notamment L lactis subsp, cremoris et L lactis subsp. 
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lactic biovar diacetylactis; Streptococcus thermophilus; le groupes des bacteries 
acidophiles constitue de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus. 
Lactobacillus amylovorous. Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseri et 
Lactobacillus johnsonii; Lactobacillus brevis; Lactobacillus fermentum; 
Lactobacillus plantarum; Lactobacillus casei notamment L. casei subsp. casei et 
L. casei subsp. rhamnosus ; Lactobacillus delbruckii notamment L. delbruckii 
subsp lactis, L. delbruckii subsp. helveticus et L. delbruckii subsp. bulgaricus; les 
bifidobacteries notamment Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve 
Bifidobacterium longum; et enfm Leuconostoc mesenteroides notamment L. 
mesenteroides subsp cremoris, par exemple (Bergey's Manual of Systematic 
Bacteriology, vol 2, 1986; Fujisawa et al., Int. Syst Bact, 42, 487-491, 1992). 

Les bacteries lactiques qui sont capables d'adherer aux cellules intestinales 
permettent particulierement de faciliter I'absorption des mineraux. Ces bacteries 
adherantes sont d'autant plus interessantes, dans le cadre de la presente invention, 
lorsqu'au moins 50 bacteries lactiques, notamment au moins 80 bacteries lactiques 
sont capables d'adherer in-vitro a 100 cellules intestinale. Pour selectionner de 
telles bacteries lactiques adherantes, il suffit d'etaler une culture de bacteries 
lactiques sur une culture confluante d'une lignee immortalisee de cellules 
epitheliales de I'intestin (EP96201064.I), de laver la culture confluante, puis de 
mesurer le nombre de bacteries adherantes aux villosites de la lignee, par exemple. 

Les bacteries lactiques probiotiques presentent a cet effet un interet particulier dans 
le cadre de la presente invention. Certaines souches sont en fait capables d'adherer 
aux cellules intestinales humaines, d'exclure des bacteries pathogenes sur des 
cellules intestinales humaines, et/ou d'agir sur le systeme immunitaire humain en 
lui permettant de reagir plus fortement a des agressions extemes (capacite 
d'lmmunomodulation), par exemple en augmentant la capacite de phagocytose des 
granulocytes issus du sang humain (J. of Dairy Science, 7S, 491-197, 1995: 
capacite d'immunomodulation de la souche La-1 qui a ete depose'e sous le fraite de 
Budapest a la Collection Nationale de Culture de Microoganisme (CNCM), 25 rue 
due docteur Roux, 75724 Paris, le 30 juin 1992, ou il s'est vu attribuer le numero 
de depot CNCM 1-1225). 

A titre d'exemple, on peut utiliser la souche probiotique Lactobacillus acidophilus 
CNCM 1-1225 decrite dans EP577904. Cette souche a ete recemment reclassifiee 
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parmi les Lactobacillus johnsonii, suite a la nouvelle taxonomie, proposee par 
Fujisawa et al, qui fait maintenant autorite en matiere de taxonomie des 
lactobacilles acidophils (Int. J. Syst. Bact., 42, 487-791, 1992). D'autres bacteries 
probiotiques sont egalement disponibles, comme celles decrites dans EP 19953 5 
5 (Gorbach et al.), US5296221 (Mitsuoka et al.), US556785 (Institut Pasteur) ou 
US5591428 (Probi AB), par exemple. 

Les compositions selon I'invention peuvent etre preparees sous la forme de 
compositions alimentaires destinees a 1' alimentation humaine ou animale, ou sous 
10 la forme de compositions pharmaceutiques destinees plus particulierement a etre 
ingerees oralement, naturellement ou au moyen d'une sonde, par exemple sous la 
fornie d'une preparation enterale, d'une gelule, d'un comprime, d'un sirop ou 
d'une poudre dispersible dans I'eau. 

15 Ces compositions comprennent de preference une quantite suffisante de bacteries 
lactiques vivantes pour que Ton puisse observer une absorption facilitee des 
mineraux par les cellules intestinales, par exemple au moins 10^ cfWml, 
notamment lO^-lQH cfii/ml ("cfu" provient de I'expression anglaise "colony 
forming unit"). 

20 

Ces compositions peuvent etre fermentees de sorte a obtenir une quantite 
satisfaisante de bacteries lactiques pour les besoins de la presente invention. Les 
compositions fermentees a base de lait sont ainsi particulierement adaptees. Le 
terme lait s'applique non seulement aux laits d'animaux mais egalement a ce que 

25 I'on appelle communement un lait vegetal, c'est a dire un extrait de matieres 
vegetales traitees ou non, telles que les legumineuses (soja, pois chiche, lentille, 
ect^..) ou des oleagineuses (colza, soja, sesame, coton, ect...), extrait qui contient 
des proteines en solution ou en suspension coUoidale, coagulables par action 
chimique, par fermentation acide et/ou par la chaleur. Ces laits vegetaux ont pu 

30 subir des traitements thermiques analogues a ceux des laits animaux. lis ont pu 
subir egalement des traitements qui leur sont propres, tels que la decoloration, la 
desodorisation, et des traitements pour la suppression de gouts indesirables. Enfin, 
le mot lait designe aussi des melanges de laits animaux et de laits vegetaux. 
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On peut aussi ajouter, melanger ou enrober une composition selon I'mvention, au 
cours de sa preparation, avec une quantite appropriee d'une culture de bactenes 
lactiques sous forme liquide, concentree, seche ou encapsulee, selon les besoms. 

On a trouve que la micro-encapsulation des bacteries presente des avantages 
therapeutiques indeniables. Premierement, la micro-encapsulation augmente 
significativement la survie des bacteries lactiques, et done le nombre de bactenes 
lactiques vivantes qui arrivent dans I'intestin. Encore plus important, les bactenes 
lactiques sont graduellement relachees dans I'intestin, ce qui pennet une action 
prolongee des bacteries lactiques sur I'absorption des mineraux par les cellules 
intestinales. 

De preference, pour encapsuler les bacteries lactiques, on seche les bacteries 
lactiques par lyophilisation ou par pulverisation (EP9620 1922.0), et on les 
incorpore dans un gel forme, par exempie, par un acide gras solidifie, un algmate 
de sodium de I'hydroxypropylmethylcellulose polymense ou du 
polyvinypyrrolidone polymerise. A cet effet, I'enseignement dispense dans 
FR2443247 (Societe des Produits Nestle) est incorpore par reference a la 
description de la presente invention) . 

Les compositions ne doivent pas obligatoirement contenir des carbohydrates 
necessaires a une femientation active des bacteries lactiques dans le milieu 
intestinale. Au contraire, I'absoiption facilite des mineraux est independante de 
I'activite fennentaire des bacteries lactiques, mais semble plutot decouler du 
contact des bacteries lactiques avec les cellules intestinales qui induirait une 
acidification du micro-environnement et done une meilleure solubilisation des 
mineraux. 

Neanmoins, il peut etre utile d'assurer un renouvellement ou une multiplication 
specifique des bacteries lactiques dans le milieu intestinal de sorte a prolonger 
I'effet d'absorption facilitee des mineraux. Pour cela, on peut adjomdre a la 
composition des fibres facilitant la multiphcation specifique des bactenes lactiques 
dans le milieu intestinal. 

Ces fibres peuvent etre de nature proteique ou saccharidique choisies, par 
exempie, parnii les pectines vegetales, les chito-, fnicto-, gentio-, galacto-. 
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isomalto- manno- ou xylo-oligosaccharides ou les oligosaccharide de soja par 
example (Way,,e e. al.. Bulletin of ,he IDF 313, Group B42, Annual Session of 
September Vienna). 

' "'T" fl"'" "-1.4.D.gaIacmronique ayam 

un po,ds molecula,re de I'ordre de 10 a 400 kDa, que I'on peut purifier des 
carot.es ou des .omates, par exemple (JP60164432). Les galacto-oligosaccharides 
preferes comprennen, une partie saccharidique constiluee 2 a 5 unites repetitives 
de la structure [-a-D-Glu.(l-.4)-p.D.Gal-(1^6)-] (Yakult Honsa Co., Japon) Le 
.0 fiucto-ohgosaccharides preferes son, des inulin-oligofiuctose ex,rai« de la 
ctacoree pouvant cotnprendre, par exemple, 1-9 unites repetitives de la structure 
[-P-D-Fru-(1^2)-p.D-Fru-(l-.2)-) (W094/I2541; Raffinerie Tirlemontoise S A 
Belgique), ou des oligosaccharides synthetises a partir d'unit6s saccharose pouvant 
comprendre, par exemple, une partie saccharidique constimee de 2 a 9 unites 
.5 repetitives de la structure [-a-D.Glu-(W2).p.D-Fru-(1^2)-] (Meiji Seika Kasiha 
CO. Japon). Les malto-oligosaccharides preferes comprennent une partie 
sacchatidtque constimee de 2 a 7 unites repetitives de la structure [-ct-D-Gal- 
(l-,4)-] (Nthon Shokuhin Kako Co., Japon). Les isomal.ose preferes comprennent 
.0 n rf '^^ ^ a 6 unites repetitives de la stn,cture [-a- 

20 D-Glu-(l-.6)-] (Showa Sangyo Co., Japon). Les gentio-oligosaccharides prefles 
comprennent une partie saccharidique constimee de 2 a 5 unites repetitives de la 
sm:cmre [-P-D-GIu.(l-,6)-] (Nihon Shokuhin Kako Co., Japon). Enfin. les xylo- 
ohgosacchandes preferes comprennent une parte saccharidique constimee de 2 a 
'5 exemple " W-^-d-^)-] (Suntoty Co., Japon), par 
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La quannte de fibres dans la composition depend de la capacite de celles-ci a 
promouvo,r le developpement des bacteries lactiques. En regie genera. la 
co,npos,t,on peut contenir de l i 50% de telles fibres (en poids sur la matiere 
seche), notamment au moins 10' CFU de bacteries lactiques par g de fibres de 
preference 10" a 10' CFU/gde fibres. t F B e notes, ae 

Un autre avantage apponi par les fibres reside dans le fait que le tt^sit intestinal 
est retarde par les fibres, d'autant plus si la quantite de fibres est tmportante, c'est 
a d,re de 1 ordre de 20-50% par rapport au poids de la composition, par exemple. 
Les bactenes lacttques etant graduellement eliminees par Paction du transit 
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intestinal, on peut par cette maniere prolonger Taction benefique des bacteries 
lactiques sur Tabsorption des mineraux par I'intestin. 

Les compositions selon Tinvention peuvent etre en definitive tous les produits 
5 existants renfermant des bacteries lactiques vivantes, tel qu'un lait fermente 
(EP577904), un lait infantile comprenant des bacteries lactiques (EP96202475.8), 
un fromage fi-ais (EP96203683.6), un fromage affine, une creme glacee 
comprenant des bacteries lactiques (voir EP96202479.0), un biscuit fourre par une 
creme comprenant des bacteries lactiques (EP704164; EP666031), un saucisson 
10 et/ouunpate (voir EP689769), par exemple. 

Ces compositions sont particulierement indiquees pour le traitement ou la 
prophylaxie des personnes presentant des deficiences en mineraux, voire pour 
compenser les deficiences physiologiques dues a un regime pauvre en mineraux, 
15 voire encore pour satisfaire les besoins physiologiques importants en mineraux des 
jeunes enfants, des femmes enceintes, des femmes qui allaitent, et des personnes 
agees, par exemple. 

Les personnes ne supportant pas les produits laitiers (renfermant de grandes 
20 quantites de mineraux solubles) peuvent egalement profiter de I'effet benefique de 
compositions adaptees ne comprenant pas de derives laitiers allergiques mais 
renfermant des bacteries lactiques. Les jeunes enfants et les nourrissons 
representent ainsi une population particulierement sensible au traitement selon 
r invention, par exemple au moyen de compositions comprenant des mineraux, 
25 une quantite suffisante de bacteries lactiques pour faciliter 1' absorption des 
mineraux (notamment du calcium) par les cellules intestinales, et des derives du 
lait hypo-allergiques conformes a la directive Europeenne 96/4/EC (stipule que 
dans un lait hypo-allergique les proteines allergiques doivent etre 
immunologiquement au minimum 100 fois moins detectables que dans un lait non- 
30 hydrolyse: Off J. Europ. Comm., NoL49/12, annexe point 5.a, 1996; Fritsche et al. 
Int Arch. Aller and Appl. Imm., 289-293, 1990). 

La presente invention est decrite plus en detail ci-apres a Taide du complement de 
description qui va suivre, qui est precede d'une breve description des figures. Les 
35 pourcentages sont donnes en poids sauf indication contraire. II va de soi, toutefois, 



que ces exemples sont donnes a titre d'illustration de Tobjet de Tinvention dont ils 
ne constituent en aucune maniere une limitation. 

Figure? 

-Figure 1 represente I'absorption basale du calcium par les cellules Caco-2 en 
absences de bacteries lactiques. 

- Figure 2 represente Tinfluence de Lai et LalO sur I'absorption du calcium par les 
cellules Caco-2. 

-Figure 3 represente Tinfluence de differentes souches de Lactobacillus 
acidophillus et johnsonii sur Tabsorption du calcium par les Caco-2. 

Exemple 1 

- Materiel; le '^^CaC12 provient de chez Amersham, le Lucifer-yellow de Sigma, le 
collagene I de chez Centrix Pharmaceuticals, le PBS, I'HEPES et les composants 
du milieu de culture cellulaire de chez Gibco, et les supports de culture de chez 
Falcon. 

- Culture cellulaire: la lignee cellulaire humaine Caco-2 isolee d'un 

adenocarcinome du colon, provient de TAmerican Type Culture Collection 
(passage 41). Les cellules sont mises en culture a 4x10"* cellules/cm^ en flasks de 
75 cm^ dans du DMEM contenant 4.5 g/1 de glucose, 20% de serum de veau foetal 
inactive par la chaleur, 1 mg/ml de fungizone, 100 U/ml de 
penicilline/streptomycine, 200 |ag/ml de gentamycine et 1% d'acides amines non 
essentiels. Les cellules sont trypsinees reguherement et remises en culture a 1:20. 
Les cellules utilisees dans les experiences de transport du calcium sont mises en 
culture a 1x10^ cellules/cm^ dans des inserts permeables prealablement recouverts 
d'une couche de collagene I a 50 ^g/ml. Dans tous les cas, les cellules sont 
maintenues dans un incubateur 10% CO2/90% air a 37°C, et le milieu est 
renouvele tous les deux jours. 

- Viabilite des cellules Caco-2: afm d'exclure la possibilite que la potentialisation 
de I'absorption du calcium par les cellules intestinales en presence des bacteries 
lactiques soit due a des dommages cellulaires, une partie de chaque echantillon 
servant au dosage du calcium a ete utilisee pour un dosage de I'activite de la 
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lactate deshydrogenase (LDH; Cytotoxicity Detection Kit, Boehringer). Ce test 
colorimetrique permet de quantifier la lyse et/ou la mort cellulaire en mesurant 
I'activite LDH liberee dans le sumageant a partir du cytosol de cellules 
endommagees. Les resultats montrent que dans toutes les experiences, I'activite 
5 LDH est equivalente, voire inferieure, en presence de bacteries lactiques. 

■ Permeabilite du tap is cellulaire: Tintegrite du tapis que forment les Caco-2 au 
terme de leur croissance et de leur differenciation est evaluee par la mesure de la 
resistance electrique transepitheliale (TEER) grace a un voltmetre/ohmmetre 
10 Millicell-ERS. Les experiences d'absorption du calcium sont entreprises lorsque 
cette resistance atteint au moins 700 ohm x cm^. La permeabilite du tapis cellulaire 
durant les experiences d'absorption du calcium est evaluee en mesurant le taux de 
diffusion (en %) du Lucifer-yellow, une molecule qui ne traverse pas la membrane 
cellulaire. 

15 

- Transport du calcium: les Caco-2 sont cultivees sur inserts pendant 3 a 5 
semaines. Le jour de Texperience, le tapis cellulaire est lave deux fois en PBS, 
puis le compartiment inferieur de I'insert figurant la serosa (pole basolateral des 
cellules) refoit 2.5 ml de tampon de transport (140 mM NaCl, 5.8 mM KCl, 0.34 

20 mM NaH2P04, 0.44 mM KH2PO4, 0.8 mM MgS04, 20 mM HEPES, 4 mM 
glutamine, 25 mM glucose, pH7.4) additionne de 2.5 mM de CaCl2, alors que le 
compartiment superieur de I'insert figurant la lumiere intestinale (pole apical des 
cellules) re9oit 1.5 ml de tampon de transport additionne de 10 mM de CaCl2 et de 
quantites traces de '*^CaCl2 et du Lucifer-yellow. Les inserts sont alors places a 

25 37°C et 50 )j.l d'echantillon des compartiments inferieur et superieur sont preleves 
a intervalles regulies. 

La radioactivite contenue dans ces echantillons est evaluee par comptage en 
liquide de scintillation et permet d'extrapoler sur la quantite de CaCl2 fi-oid 
30 absorbe. Le transport basal du calcium est exprime en nmoles de calcium 
transportees vers le compartiment inferieur de I'insert. La diffusion du Lucifer- 
yellow detectee par spectrofluorometrie dans le compartiment inferieur est 
exprimee en % de la quantite introduite dans le compartiment superieur. 

35 - Influence des bacteries lactique5; : Lactobacillus johnsonii Lai (CNCM 1-1225), 
Lal7, La22, Lactobacillus acidophillus LalO, LalS, La29, La31, Lactobacillus 



bulgaricus Lfi5, YL8, et Streptococcus thermophillus Sfi20, YS4 (Nestec 
collection, Lausanne, Suisse) sont mis en culture en anaerobiose dans du MRS- 
broth pour les Lactobacillus ou du Ml 7 pour les Streptococcus pour 2 fois 24 h, 
laves en PBS et resuspendus dans du tampon de transport avant d'etre introduits 
5 dans le compartiment superieur des inserts. Le rapport Caco-2:bacteries est alors 
d'environ 1:100. L'absorption du calcium est evaluee suivant le protocole 
mentionne ci-dessus. 

■ Resultats du transport basal du calcium: un gradient de calcium a ete etabli dans 
10 les inserts en introduisant 2.5 mM de CaCl2 dans le compartiment inferieur, ce qui 
correspond a la concentration plasmatique normale humaine, et arbitrairement 10 
mM de CaCl2 dans le compartiment superieur, ce qui pourrait correspondre a la 
teneur en calcium d'une diete alimentaire. Comme le montrent les resultats d'une 
experience representative illustree par la figure 1, l'absorption basale du calcium 
15 par les Caco-2 augmente avec le temps pour atteindre jusqu'a 600 nmoles/insert, 
comprenant environ 3x10^ cellules, apres 4 h. Comme controle de Tintegrite du 
tapis cellulaire durant 1' experience, la diffusion du Lucifer-yellow a ete mesuree et 
s'est revelee inferieure a 2%. 

20 - Mesure de I'influence des bacteries lactiques: l'absorption du calcium par les 
Caco-2 est augmentee de maniere significative (valeur statistique p=2xl0'^ sur 9 
essais) en presence de la souche Lactobacillus johnsonii adherente Lai, mais pas 
en presence d'une souche de Lactobacillus acidophillus non-adherents LalO 
(Figure 2). 

25 

D'autres experiences indiquent que d'autres souches de Lactobacillus Johnsonii 
adherents telles que Lai 7 et La22, sont capables d'augmenter l'absorption du 
calcium, alors qu'une autre souche moyennement adherente, La31, ne I'augmente 
pas autant. Toutefois, des souches de Lactobacillus acidophillus non-adherents 
30 telles que Lal8 et La29, sont aussi capables d'augmenter l'absorption du calcium 
(Fig. 3). La capacite des bacteries a adherer aux cellules intestinales ne semblent 
done pas correlee a leur capacite a augmenter l'absorption du calcium par ces 
memes cellules. 

35 Dans toutes ces experiences, la diffusion du Lucifer-yellow est modulee de fa^on 
similaire mais reste negligeable. 



On observe egalement une diminution du pH dans le compartiment superieur des 
inserts lorsque les Caco-2 sont en presence de bacteries lactiques, quelle que soit 
la souche, excepte avec la souche Sfi20 (Table I). II n'existe done pas de 
correlation entre 1' augmentation de I'absorption du calcium et cette diminution du 
pH. II faut toutefois souligner que certaines souches bacteriennes capables 
d'augmenter I'absorption du calcium ne sont pas capables d'acidifier le milieu 
experimental en absence de Caco-2. Ceci signifie que 1' acidification en presence 
de Caco-2 et de bacteries necessite une collaboration entre les deux types 
d'organismes et pourrait etre le fait des cellules Caco-2. 

lahkJ.: Influence des bacteries lactiques sur le pH du milieu experimental en 
absence ou en presence de cellules Caco-2 



Bacteria 


Nombre d 65531(5) 


pH 5ans Caco-2 


pH avec Caco-2 


None 


4 


7+/-0 


7+/-0 


Ea! 


3 


6.75 +/- 0.3 


3.75 +/- 0.3 


EaTO 


3 


4.65 +/- 0.3 


4.15+/- 0.3 


Lal7 


2 


7+/-0 


3.5 +/- 0.7 


LaT8 


2 


7+/-U 


3.5 +/- 0.5 


La22 


2 


7+/-0 


3.25 +1- 0.35 


La29 


2 


4.25 -i-/- 0.35 


3.5 +/- 0 


La31 


2 


7+/-0 


3.75+/- 0.35 


Sti20 


1 


7 


7 


YS4 


1 


5 


4 


Lfi5 


J 


4 


3 


VL8 


1 


4 


3 



Exemple ? 

Des essais similaires a ceux realises a I'exemple 1 ont ete realises pour determiner 
I'influence des bacteries lactiques sur I'absorption du calcium par les cellules 
mtestinales en presence d'inuline marquee (3H-inuline, Amersham; fibre 
prebiotique traceur). Les resultats confirment que les bacteries lactiques 
augmentent in-vitro I'absorption des mineraux par les cellules intestinales. 

Exemple 



Des essais similaires a ceux realises a I'exemple 1 ont ete realises pour determiner 
I'influence des bacteries lactiques sur I'absorption du magnesium, du fer et du zinc 
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par les cellules intestinales. Les resultats confirment que les bacteries lactiques 
augmentent in-vitro T absorption des mineraux par les cellules intestinales. 

Hxemple 4 Encapsulation de bacteries lactiques 

5 

Dans une cuve de 100 1, on prepare 80 1 de milieu de culture presentant la 
composition suivante, en %: 



Extrait de le\'ure 


0.25% 


Trvpticase 


1.00% 


Phytone 


0.50% 


Glucose 


1.50% 


L-cvsteine HCl 


0.05% 


K2HP04 


0.25% 


ZnSOA 


0.025% 


FeC13 


Trace 


Eau 


Balance a 100% 



10 On inocule avec 1 1 d'une culture de 20 h de Bifidobacterium longum CNCM- 
1228, qui a ete deposee sous le traite de Budapest a la Collection Nationale de 
Culture de Microoganisme (CNCM), 25 rue due docteur Roux, 75724 Paris, 
France, le 30 juin 1992, et qui s'est vu attribue le numero de depot CNCM 1-1228. 
On incube le milieu pendant 12 h a SO'^C. On centrifuge le bouillon de culture et 

15 Ton recolte 240 g de cellules. On les dilue dans 250 ml de lait ecreme additionne 
de 7% de lactose. On congele le melange a T azote liquide. On lyophilise a 40°C 
pendant une nuit. On prepare une dispersion a 5% de la poudre obtenue dans de la 
graisse vegetale hydrogenee presentant un point de fusion de 42° et liquefiee a 
45°C. On injecte la dispersion a 45°C sous une pression de 4 bars, en meme temps 

20 que de I'azote liquide, a raison de 1 partie de dispersion pour 5 parties d'azote, au 
sommet d'un cylindre vertical de 1,5m de diametre et 10 m de hauteur. Au fond du 
cylindre est place un recipient contenant de I'azote liquide dans lequel on recueille 
des microbilles renfermant des bifidobacteries dont le diametre oscille entre 0,1 et 
0,5 m. On met ensuite les microbilles en lit fluidifie et Ton pulverise sur le lit une 

25 solution alcoolique a 8% de zeine, en quantite telle que la couche de zeine formee 
autour des microbilles represente 5% de leur poids. 

Les microbilles sont ensuite incorporees a une composition alimentaire destinee a 
faciliter Tabsorption des mineraux par les cellules intestinales. 



13 



Revendications 

1. Utilisation des bacteries lactiques pour la preparation d'une composition 
destinee a etre administree oralement a un mammifere de sorte a faciliter 

5 I'absorption par les cellules intestinales des mineraux presents dans une diete 
joumaliere. 

2. Utilisation selon la revendication 1, pour faciliter Tabsorption des composes 
renfermant du calcium, du magnesium, du fer et/ou du zinc. 

10 

3. Utilisation selon la revendication 1, d'une quantite suffisante de bacteries 
lactiques vivantes pour que Ton puisse observer une absorption facilitee des 
mineraux par les cellules intestinales. 

15 4. Utilisation selon la revendication 1, de bacteries lactiques capables d'adherer 
aux cellules intestinales. 

5. Utilisation selon la revendication 3, de bacteries lactiques probiotiques, 
notamment la souche Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225. 

20 

6. Utilisation selon la revendication 1, pour la preparation d'une composition 
alimentaire ou pharmaceutique. 

7. Utilisation selon la revendication 6, pour la preparation d'une composition 
25 laitiere infantile ne comprenant pas de derives laitiers allergeniques. 

8. Utilisation selon la revendication 1, pour la preparation d'une composition 
renfermant en outre des fibres facilitant la multiplication specifique des bacteries 
lactiques dans le milieu intestinal. 

30 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1-8, pour la preparation 
d'une composition destinee au traitement ou a la prophylaxis des personnes 
presentant des deficiences en mineraux, ou a compenser les deficiences 
physiologiques dues a un regime pauvre en mineraux, ou a satisfaire les besoins 

35 physiologiques importants en mineraux des jeunes enfants, des femmes enceintes, 
des femmes qui allaitent, et des personnes agees. 
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10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1-8, caracterisee en ce 
que les bacteries lactiques sont encapsulees. 



5 
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Absorption des mineraux 
Resume 

5 Utilisation des bacteries lactiques pour la preparation d'une composition destinee a 
etre administree oralement a un mammifere de sorte a faciliter Tabsorption par les 
cellules intestinales des mineraux presents dans une diete joumaliere. Les 
compositions sont particulierement indiquees pour le traitement ou la prophylaxie 
des personnes presentant des deficiences en mineraux, ou pour compenser les 

10 deficiences physiologiques dues a un regime pauvre en mineraux, ou pour 
satisfaire les besoins physiologiques importants en mineraux des jeunes enfants, 
des femmes enceintes, des femmes qui allaitent, et des personnes agees. 

Fig. 2 
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